This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (]but are not limited to): 

. BLACK BORDERS 

. TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

. FADED TEXT 

. ILLEGIBLE TEXT 

. SKEWED/SLANTED IMAGES 

. COLORED PHOTOS 

. BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

. GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACI6N 

EN MATERIA DE PATENTES (PCT) 



(19) Organizaci6n Mundial de la Propiedad 
Intelectual 

Oficina international 

(43) Fecha de publicaci6n internacional 
29 de Marzo de 2001 (29.03.2001) 




PCT 



(10) Numero de Publicaci6n Internacional 

WO 01/21185 Al 



(51) Clasificacion Internacional de Patentes 7 : A61K 35/78, 
. A61P 17/06, 7/02 

(21) Numero de la solicitud internacional: PCT/ESOO/00354 

(22) Fecha de presentaci6n internacional: 

21 de Septiembre de 2000 (21.09.2000) 



(25) Idiom a de presentacidn: 

(26) Idiom a tie publication: 



espaiiol 
espanol 



(30) Datos relativos a la prioridad: 
P 9902364 

23 de Septiembre de 1999 (23.09. 1999) ES 

(71) Solicitante (para todos los Estados designados salvo US): 
ASAC COMPANIA DE BIOTECNOLOGIA E INVES- 
TIGACION, S.A. [ES/ES]; Sagitario, 14, E-03006 Ali- 
cante (ES). 

(72) Inventores; e 

(75) Inventores/Solicitantes (para US solamente): QUIN- 
TANILLA ALMAGRO, Eliseo [ES/ES]; Sagitario, 
14, E-03006 Alicante (ES). RAMIREZ BOSCA, Ana 
[ES/ES]; Sagitario, 14, E-03006 Alicante (ES). BERND, 



August [DE/ES]; Sagitario, 14, E-03006 Alicante (ES). 
PARDO ZAPATA, Josi [ES/ES]; Sagitario, 14, E-03006 
Alicante (ES). DIAZ ALPERI, Joaquin [ES/ES]; Sagi- 
tario, 14, E-03006 Alicante (ES). PAMIES MIRA, David 
[ES/ES]; Sagitario, 14, E-03006 Alicante (ES). CAR- 
RION GUTIERREZ, Miguel Angel [ES/ES]; Sagitario, 
14, E-03006 Alicante (ES). SEMPERE ORTELLS, Jose 
Miguel [ES/ES]; Sagitario, 14, E-03006 Alicante (ES). 

(74) Mandatario: TOLEDO ALARCON, Eva; Bazan, 20, 6°, 
Ofic. 606, E-03001 Alicante (ES). 

(81) Estados designados (nacional): AU, CA, JP, US. 

(84) Estados designados (regional): patente europea (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE). 

Publicada: 

— Con informe de busqueda internacional. 

— Antes de la expiracion del plazo para modiflcar las reivin- 
dicaciones y para ser republicada si se reciben modiflca- 
ciones. 

Para codigos de dos letrasyotras abreviaturas, vease la seccion 
"Guidance Notes on Codes and Abbreviations" que aparece al 
principio de cada numero regular de la Gaceta del PCT. 



(54) Title: NOVEL PHARMACOLOGICAL ACTIVITIES OF CURCUMA LONGA EXTRACTS 

^ (54) Ti'tulo: NUEVAS ACTTVTDADES FARMACOLOGICAS DE LOS EXTRACTOS DE CURCUMA LONGA 

(57) Abstract: The invention relates to novel pharmacological activities of Curcuma longa extracts as antiproliferative and photo- 
sensitizing agent and to their use in the treatment of proliferative pathologies such as psoriasis and in the reduction of plasmatic 
fibrinogen and the apolipoprotein B/apoliprotein A-I quotient without altering other coagulation parameters. 

(57) Resumen: Nuevas actividades fannacol6gicas de los extractos de Curcuma Longa como agente antiproliferative) y fotosensi- 
£^ bilizante y su uso en las patologfas proliferativas como la psoriasis, asf como reductora del Hbrin6geno plasmatic*) y del cociente 
Apolipoproteina B/apoliproteina A-I, sin alterar los demas parametros de la coagulaci6n. 




7 MAY 2001 



WO 01/21185 



PCT/ES00/00354 



1 



5 Tl'TULO DE LA INVENCION 

Nuevas actividades farmacologicas de los extractos de Curcuma longa. 
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION 

La presente invencion la describe las nuevas actividades farmacologicas de los extractos de 
Curcuma longa.como agente antiproliferative con una actividad similar a la betametasona -17- 

10 valerate y una actividad fotosensibilizante superior a los psoralenos y su uso en una 
composition farmaceutica como agente en patologlas proliferativas como psoriasis, micosis 
fungoide, dermatitis atopica, fotodermatosis sin tener los efectos secundarios de los 
psoralenos, corticoides y/o retinoides, siendo la actividad fotosensibilizante tanto con luz 
ultravioleta como con luz visible. 

15 La presente invencion desarrolla una nueva actividad farmacologica de los extractos de 
Curcuma como agente antiateromatoso, reduciendo el fibrinogeno plasm&tico y reduciendo el 
cociente apolipoproteina B/apolipoproteina A-l, sin alterar los demas parametros de la 



ESTADO DE LATECNICA 

20 La psoriasis es una dermatitis cronica inflamatoria de etiologia desconocida. Cltnicamente se 
caracteriza por unas lesiones papulosas, sobre maculas eritemato-escamosas. La mayorla de 
estas lesiones se desencadenan por alteraciones de la proliferation celular, estas vienen 
marcadas por mecanismos inmunologicos y gen&icos. 

Encontramos un incremento del acido araquin6nico y sus derivados, tanto en piel normal como 
25 en piel patologica; un incremento de poliaminas, un aumento de leucotrieno B4 en la escama. 
A partir de la epidermis y dermis encontramos un aumento de celulas de Langerhans con una 
disminucion del infiitrado de linfocitos CD8 frente a CD4. Los neutrbfilos de estos pacientes 
sintetizan el doble leucotrienos B4 que los individuos sanos. 

La interleucina IL-6 es una citocina estmcturadora del factor- 2(BSF-2) estructuralmente 
30 id6ntica al interfer6n 6-2 (IFN- B-2). La IL-6 se sintetiza en los fibroblastos, monocitos y celulas 
T. Esta citocina estimula la fase aguda la slntesis de proteinas y la producci6n de 
inmunoglobulinas. 



coagulacion. 
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5 La IL-8 es una interieucina directamente implicada en la psoriasis ya que es la responsable de 9 
producir la migration de los neutrofilos que se producen en la epidermis y consecuentemente 
amplifica el proceso inflamatorio. 

En la terapia actual que se utiliza en la psoriasis es fundamental actuar sobre la proliferation 
celular y sobre la produccion de citocinas mediante el uso de glucocorticoides y/o agentes 

1 0 fotosensibilizantes (psoralenos) . 

Los cultivos celulares son modelos reconocidos para el estudio de la fisiologia celular y el 
efecto de las drogas. Las celulas HaCat derivan de queratinocitos humanos que exhiben las 
mismas diferenciaciones que los queratinocitos normales en cultivo, por consiguiente las 
celulas HaCat son un modelo extraordinario para poder testar distintas sustancias de 

15 aplicacion topica. 

Los queratinocitos son celulas biologicamente muy activas cuya funcion no es solamente 
produccion de sintesis de queratinas para formar el estrato comeo sino tambien tienen 
capacidad inmunologica basada en la produccion y secretion de citoquinas y la expresion 
selectiva de receptores en su superficie. 

20 Diversos estimulos incluidas las radiaciones ultravioletas inducen respuestas inflamatorias que 
actuan directamente sobre estos queratinocitos produciendo una liberation de citoquinas y de 
moleculas de adhesion. Esta produccibn de sustancias a nivel de la epidermis inician los 
cuadros de inflamacion cutanea, liberandose la IL-6 y la IL-8 que son dos citocinas implicadas 
en los procesos inflamatorios cutaneos. 

25 Los glucocorticoides representan a unas sustancias mSs utilizadas dentro del campo de la 
Dermatologia debido a sus propiedades inmunosupresoras y antiinflamatorias, efecto que se 
pone de manifiesto tras la irradiation con UV, no teniendo actividad con la luz visible. 
Diversos estudios demuestran que los corticoides tienen efecto sobre la produccibn de 
citoquinas proinflamatorias. Asi glucocorticoides conocidos tales como hidrocortisona-1 7- 

30 butirato, betametasona-17-valerato producen una disminuci6n de las citoquinas inflamatorias 
tras la irradiation de luz ultravioleta. 

La accesibilidad de la piel permite a menudo el tratamiento de sus alteraciones mediante la 
aplicacibn topica de medicamentos. Los corticoides topicos, gracias a su actividad 
antiinflamatoria, vaso constrictora y antimic6tica ha mostrado ser utiles en una gran variedad 
35 de dermatosis. Sin embargo la aplicacidn de los corticoides presenta una serie de efectos 
secundarios directamente sobre la piel: 
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5 - Atrofias cutaneas, lo cual se traduce en una piel fina, transparente, lesiones 

purpuricas, cicatrices pseudoestelares y estrias por catabolismo de tipo etestico. 

- Retraso en la cicatrization de las heridas por inhibition de la funcion de los 
fibroblastos. 

- Enmascaramiento y destipificacion de las infecciones cuteneas especialmente de 
10 dermatofitosis, llegando a dificultar el diagnostico y pudiendo aparecer infecciones cutaneas 

viricas o bacterianas. 

- Trastornos de la pigmentation de la piel con hiper o hipopigmentacion. 

- Dermatitis de contacto. 

- Fenomenos de habituation y taquifiloxia que obliga a usar derivados cada vez mas 
15 potentes y el rebote con empeoramiento y aparicion de formas mas severas del proceso 

(psoriasis pustulosa) que la supresion brusca de su administration puede provocar. 
Los efectos adversos sistemicos son afortunadamente menos frecuentes ya que se requiere el 
uso de corticoides durante un tiempo prolongado, como es el caso de la psoriasis. Los efectos 
secundarios mas observados son: 

20 - Inhibicion del eje hipotalamo - hipofisario - suprarrenal. 

- La provocation de episodios de hiperglucemia y glucemia. 

- Descenso del numero de eosinofilos. 

- La presentation de manifestaciones cfinicas del Sindrome de Gushing. 

Otras terapias utilizadas en la psoriasis son el uso por via oral o topica de sustancias 
25 fotosensibilizantes (psoralenos) acompanadas de radiaciones ultravioletas A. La fotoquimica 
de los psoralenos no es bien conocida pudiendo actuar a varios niveles. Los psoralenos se 
unen al DNA y RNA, pero interaccionan con los lisosomas, endotelios, membranas 
citoplasmaticas y celulas dermicas. En la oscuridad el psoraleno se intercala entre las bases 
del DNA. Con la UVA se producen monoaductos de ciclobutano al unirse con una base de 
30 timina o citosina del DNA. St continua la radiacidn, un nuevo fot6n estimula al otro doble enlace 
del psoraleno para formar un enlace cruzado con la timina de la otra cadena de DNA. La 
formation de estos aductos bifuncionales suprime la sintesis de DNA. Otra reaction observada 
es que el psoraleno fotoactivado puede actuar con el oxigeno molecular dando un singlete de 
oxfgeno, anion super6xido y radicales libres actuando estas formas reactivas sobre los 
35 queratinocitos. Asi el uso de psoralenos presenta efectos secundarios bien conocidos en la 
literatura dermatol6gica tales como disminucion de la inmunidad retardada, reacciones 
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5 fototoxicas, inmunosupresion, disminucion de la production de la IL-1 por los queratinocitos y 
mayor propension a los canceres cutaneos. 

Por otra el parte el uso de sustancias fotosensibilizantes se pueden utilizar en el tratamiento de 
diferentes patologias con un exceso de hiperproliferacion tales como vitilico, dermatitis atbpica, 
granuloma anular, liquen, micosis fungoide, linfomas, leucemia, etc. 

10 Uno de los mayores factores de riesgo coronario es la concentration plasm&tica de 
fibrinogeno. Stone y Thorp 1 Royal College Gen Practitioners 35,565-569 (1985), demostraron 
que en hombres entre 40-60 anos existia una correlation entre los ataques cardiacos y los 
niveles plasmaticos de fibrinogeno. Especialmente, en hombres con elevado colesterol y alta 
presion arterial la frecuencia de ataques cardiacos fueron 6 veces y 12 veces mayores, 

15 respectivamente, en individuos con altos niveles de fibrinogeno que los individuos con bajos 
niveles de fibrinogeno. Asi en ios modelos multivariates la concentration de fibrinogeno es al 
menos tan importante como otros factores de riesgo en las patologias cardiacas tales como 
colesterol, tabaquismo, presion arterial. Otra demostracion del papel patogenetico del 
fibrinogeno y sus productos ha sido descrito por Kaplan y Bini. Arteriosclerosis 9, 109 (1989). 

20 Ellos concluyen con la implication del fibrinogeno en las placas de ateroma. Asi, el estudio de 
placas de ateroma por fluorescencia de anticuerpos (con anticuerpos policlonales 
antifibrinogeno) muestra el fibrinbgeno o fibrina en un amplio rango de lesiones 
ateroescleroticas. 

De la misma manera, Sadoshima y Tanaka. Atherosclerosis 34, 93-97 (1979) han demostrado 
25 una acumulacion de fibrinogeno y LDL en las arterias cerebrates humanas. En las placas 
tempranas de ateroma se observa fibrinogeno en los intersticios de la intima y entre las placas 
internas elasticas de lamina duplicadas. Los autores describen que la acumulacion de 
fibrinogeno en la intima precede a la LDL y por lo tanto es un mayor factor de riesgo el 
fibrinogeno que las LDL. 

30 Por lo tanto, un farmaco capaz de reducir la concentration plasm&tica de fibrin6geno sera util 
en el tratamiento y/o profilaxis de las patologias cardiovasculares. 

Los farmacos utilizados como reductores del fibrinogeno (acido salicilico, derivados 
cumarinicos) actuan aumentando la actividad fibrinolitica teniendo efectos secundarios sobre 
los parSmetros de la coagulaci6n (indice de Quick, tiempo de trombina, tiempo de protombina, 
35 ATPP). 
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5 La apolipoproteina B es el componente proteico fundamental de las lipoproteinas de baja 
densidad (LDL), de manera que elevadas concentraciones de esta proteina son indicadoras de 
una cantidad elevada de LDL. Esta lipoproteina es conocido que cuando se oxida, es captada 
por los macrofagos y su transformacion en celutas espumosas resulta determinante en el inicio 
de las placas de ateroma. Asi cuando mayor apolipoproteina B hay en el plasma el riesgo 

1 0 aterogenico aumenta. 

La apolipoproteina A-l es un componente fundamental de la parttcula de las lipoproteinas de 
alta densidad (HDL). Su funcion es activar la enzima lecitin-colesterol-acil-transferasa, 
encargada de la formation de esteres de colesterol, a partir del colesterol libre procedente de 
los tejidos perifericos y de los fosfolipidos que forman la propia particula de las HDL. Estas 

1 5 lipoproteinas resultan fundamentals en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol ya 
que retiran el colesterol acumulado en los tejidos perifericos y lo llevan al higado donde es 
eliminado en forma de acidos biliares o recirculando a otras lipoproteinas. Asi elevadas 
concentraciones de Apo A-l son indicativas de un menor riesgo aterogenico. 
Por lo tanto la relation Apo B/Apo A-l es mejor indicador del riesgo aterogenico, ya que la 

20 direccionalidad de los cambios en los procesos de ateroesclerosis usualmente conlleva 
aumento de Apo B y una disminucion de Apo A-l. 

La curcumina y los curcuminoides presentes en los rizomas de la Curcuma longa y en general 
en la familia de las Zingiberaceas han sido utilizados para el tratamiento de una gran variedad 
de enfermedades, a titulo de ejemplo se puede citar US 5891924 (inhibidor de la activation 

25 del NF kappa B), US 5336496 ( inhibidor de la delta 5 desaturasa), EP 256353 ( tratamiento 
de los sindromes de mala absorcion), EP 568001 (agente antiviral), US 5108750 (reductor de 
la hiperlipidemia y agregacion plaquetaria), FR 2655054 ( protector celular) y EP 550807 ( 
actividad antioxidante y antiinflamatoria), EP440885 (antiinflamatorio), EP 319058 (contra la 
caida del pelo), US 510750, US 4906471 y US 4842859 (agente antiagregante plaquetario y 

30 anticolesterol), WO 88/05304 (tratamiento de los des6rdenes neuroldgicos), W 96/03999 
(reductor de los peroxides lipidicos), ES 20103689 (modulador de las lipoproteinas de alta y 
baja densidad oxidadas, protector de los queratinocitos frente a los radicales libres y 
aumentador de la proliferation celular en tejidos humanos envejecidos). La patente china 
CN1 156601 describe el uso de una de una composition medicinal preparada a partir de 13 

35 plantas, incluida la Curcuma longa, como agente reductor de los triglic6ridos y colesterol 
aumentando las HDL. 
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5 En la literature cientifica el numero de documentos recuperados es abundante, describiendose 
diferentes actividades farmacologicas tales como agente antitumural, antiinfiamatorio, 
cicatrizante, inhibidor de la proliferation, antifungico etc. 

El extracto acuoso de Curcuma tonga, libre de curcuminoides, ha mostrado tambien una 
actividad antioxidante, Srinivas et al. Archives of Biochemistry and Biophysis 292 n°2 617-623 

10 (1992), describiendo la actividad antioxidante de la turmerina, proteina presente en los rizomas 
de Curcuma. Yeharayou et al Ind 1 Med. Res, 64, 4, 601 (1976), describen la actividad 
antiinflamatoria del extracto acuoso de Curcuma longa con una actividad similar a la 
hidrocortisona. Gonda et al. Chem Pharm Bull 40, 990 (1992) nos ensena la actividad 
inmunologlca del ukonano A y sus productos de degracibn. 

15 Los documento mas cercano a nuestra invention Tonnessen et al J. Pharm Sci 76, n°5 (1987) 
describe la actividad fototbxica de la curcumina en sistemas biologicos sin nucleo (E. Coli, 
Salmonella typhimuis); sin embargo este documento nos comenta los posibles efectos 
mutagenicos producidos sobre DNA. 

Dhal y colaboradores Photochemistry and Photobiology 59 n° 3, 290 (1994) describen la 

20 actividad fototoxica de la curcumina en celulas de ratas. 

Ningun documento del estado de tecnica describe la action fotosensibilizante de los extractos 
acuosos Curcuma longa, inhibition de secreci6n de las citocinas inflamatorias despues de la 
irradiation con UVA y/o visible de extractos acuosos de Curcuma longa y/o los efectos 
beneficiosos a nivel clinico e histologo de una composition farmaceutica cuyo principio activo 

25 es el extracto acuoso de Curcuma longa en diferentes tipos de psoriasis por via oral y topica. 
El desarrollo de esta nueva actividad farmacologica de los extractos de Curcuma longa hace 
de el un farmaco ideal para el tratamiento de patologias con una hiperproliferacion celular 
como la psoriasis, sin los efectos secundarios que poseen los tratamientos utilizados 
actualmente (psoralenos, corticoides). Ademas la actividad fotosenbilizante de los extractos de 

30 Curcuma con luz visible evita los posibles efectos mutagenicos de las radiaciones ultravioletas 
A6B. 

Tampoco el estado de la tecnica describe la acci6n reductora del fibrindgeno y del cociente 
Apolipoprotelna B /Apolipoproteina A-l de los extractos Curcuma tonga. El desarrollo de esta 
nueva actividad farmaco!6gica de los extractos de Curcuma longa hace de 61 un farmaco ideal 
35 para el tratamiento de la ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares, sin modificar los 
pardmetros de la coagulation. 
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5 Los documentos mas cercanos a nuestra invencion describen la actividad reductora de los 
peroxidos lipidicos, reductora del colesterol que son factores etiopatogenicos del proceso 
ateroesclerotico, sin embargo no existe una relation directa entre estos factores. 
De esta manera, la vitamina C y la vitamina E drogas que poseen una actividad antioxidante y 
reductora de los peroxidos lipidicos no han causado efecto en la concentration plasmatica del 

10 fibrinogeno en humanos tras su administration. (Bates et al J Hypertens.M] 16 (7): 925-32 
(1998)). Moghadasian et al Circulation Abr 6; 99 (13): 1733-1739 (1999) concluyen que el 
probucol que posee una conocida capacidad hipolipolipimiante y antioxidante aumenta las 
concentraciones piasmaticas de fibrinogeno, mostrando una actividad proaterogenica. Rifici et 
al Thromb Haemost Sep; 78 (3): 1111-4 (1997) demuestran que la lipooxidacion producida por 

1 5 vitaminas antioxidantes no altera la actividad fibrinolitica. 

El uso de extractos vegetales de plantas con actividad farmacologica es conocido, de la misma 
forma los principios activos pueden ser aislados y purificados a partir de los extractos de las 
plantas. Sin embargo los principios activos purificados y/o obtenidos sinteticamente podrian 
tener efectos secundarios o ser toxicos, por ejemplo atropina, digital, nicotina etc. 

20 Los extractos vegetales contienen una serie de especies quimicas relacionadas 
estructuraimente debido a los procesos metabolicos en las plantas. Estos compuestos 
relacionados pueden ejercer un efecto sinergico en la actividad farmacologica. £stas 
sustancias quimicas se utiiizan como marcadores, con el fin de estandarizar los extractos 
cualitativamente y cuantitativamente. Los extractos alcoholicos de Curcuma se caracterizan 

25 quimicamente por la presencia de curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y 
bisdesmetxosicurcumina), el extracto acuoso de Curcuma se caracteriza por la ausencia de 
curcuminoides , por la presencia de una fraccion proteica y por una fraccion polisacarida , en 
los que se han identificado el ukonano A, B y C . La action farmacologica es debida al conjunto 
del extracto de Curcuma tonga., extracto acuoso y/o alcoholico. 

30 

OBJETIVO DE LA INVENCION 

La presente invencion desarrolla una nueva aplicacion terap6utica del extracto acuoso de 
Curcuma longa como agente fotosensibilizante, como agente antiproliferativo y su uso en 
35 patologfas con un exceso de proliferation celular, tanto con luz ultravioleta como con luz 
visible. 
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5 La presente invention desarrolla una nueva aplicacion terapeutica de los extractos de 
Curcuma longa como reductor de los niveles plasmaticos de fibrinogeno reduciendolos a los 
valores normales en sujetos sanos y reductor del cociente apolipoproteina B /apolipoproteina 

A. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

10 El extracto alcoholico de Curcuma longa es obtenible segiin la patente espanola ES 2103689 
mediante la extraction de los rizomas de Curcuma por maceration con un alcohol (metanol, 
etanol) a 50° C durante 24 horas y posterior elimination del disolvente a presion reducida. El 
extracto alcoholico de Curcuma longa se caracteriza quimicamente por la presencia de 
curcuminoides. Alternativamente se pueden utilizar otros metodos de extraction y/ o 

15 purification conocidos para un experto en la materia tales como extraction con otros 
disolventes organicos, extraction con disolventes en estado supercritico, extraction a reflujo, 
extraction por corriente a vapor y pudiendose efectuar distintas purificaciones del extracto por 
cristalizacion fraccionada, cromatografia, extraction liquido-liquido etc. 
De la misma forma el extracto acuoso de Curcuma es obtenible por maceration con agua 

20 durante 24 horas a 50 - 70 0 C con posterior elimination del disolvente a presion reducida. El 
extracto acuoso de Curcuma longa se caracteriza quimicamente por la presencia de una 
fraction proteica con una concentration alrededor del 20-30 %, determinado por el metodo 
Pierce, analizando el nitrogeno proteico, y un contenido en polisac^ridos (ukonano A, B y C 
)entre el 3 -8 % y la ausencia de curcuminoides, no siendo objeto de la invention el 

25 procedimiento de fabrication de los extractos de Curcuma tonga. 

Alternativamente se pueden efectuar combinaciones con los dos extractos obteniendose 
extractos hidroalcoholicos caracteriz&ndose quimicamente los extractos por su concentration 
en los marcadores (concentration en curcuminoides y concentraci6n en proteinas y en 
concentration polisacaridos), 

30 El contenido de los marcadores se puede realizar por los m6todos descritos en el estado de la 
tecnica, Los curcuminoides se pueden cuantificar mediante espectrofotometrla de visible- 
ultravioleta a 420 nm, la fraction proteica se puede cuantificar mediante el m§todo Pierce 
analizando el nitrbgeno proteico y/o mediante cromatografia de liquidos, la fraction 
polisacariea se euantifica mediante cromatografia de iiquidos. 

35 El extracto hidroalcoholico Curcuma longa ha mostrado una actividad farmacologica superior 
a la curcumina (mayor actividad proliferativa, mayor actividad fotosensibilizante, mayor 



HOJA DE SUSTTTUCION (REGLA 26) 



WO 01/21185 PCT/ESOO/00354 

9 

5 inhibition de la secretion de citocinas), apoyando estos resuitados que los extractos vegetales 
son farmacos diferentes a los moleculas responsables de la action farmacologica por que 
existe una farmacodinamia diferente ( absorcion, distribution, action y elimination) pudiendose 
producir efectos sinergicos o antisinergicos entre los diferentes especies quimicas presentes 
en el extracto. El extracto hidroalcoholico de Curcuma longa ha mostrado una actividad 

10 antiproliferativa similar a la betametasona - 17- valerate. Este extracto hidroalcoholico mostro 
una disminucion significativa en la incorporation de 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) en el DNA 
de cuitivos de queratinocitos humanos entre concentraciones entre 5 ^ig/ml y 50 pg/ml de 
extracto, siendo este efecto similar a la betametasona - 17- valerato. 
Tanto el extracto acuoso de Curcuma como el extracto de hidroalcoholico de Curcuma longa 

15 han inhibido la secretion de citocina IL-6 y/o IL-8 en cuitivos de queratinocitos humanos con 
una actividad similar a la betametasona - 17- valerato, aumentandose esta inhibition tras 
irradiar la celulas como luz ultravioleta A. 

Los extractos hidroalcoholicos y acuosos de Curcuma han mostrado una inhibicidn de la 
proliferation celular sin alterar actividad mitocondrial, no teniendo los extractos efectos sobre la 
20 sintesis de proteinas, por lo tanto el extracto posee una actividad citoestatica. 

Por otra parte los extractos hidroalcohblico poseen una actividad fotosensibilizante y por lo 
tanto pueden ser utilizados en las patologias proliferativas como psoriasis, vitililco, linfomas, 
micosis fungoide, etc. como sustituto de los psoralenos. 

Los extracto de Curcuma longa en estudios realizados con sobre c6lulas eucariotas 
25 (queratinocitos humanos), se ha encontrado en el citoplasma la curcumina activada por 

consiguiente el nucleo esta libre de curcumina y el extracto no interacciones con el DNA 

nuclear no apareciendo los efectos secundarios y mutagenicos producidos por los psoralenos. 

El extracto hidroalcoholico (10% de curcuminoides, 18% de fraction proteica, 3% en 

polisacaridos) de Curcuma muestra una mayor actividad fotosensibilizante tras la irradiation 
30 con UVA que la curcumina. 

Asi, para una mayor actividad fotosensibilizante (menor porcentaje de incorporation de BrdU) 

es menor una menor cantidad de droga 
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Para producir el mismo grado de fotosensibilizacion que los extractos de Curcuma es 
necesario empiear dosis de 10 ng/ml de psoraleno produciendo a estas dosis efectos toxicos y 
mutagenicos 

La administration de una crema cuyo principio activo es el extracto acuoso de Curcuma longa 
10 al 2%- y un comprimido al dia con 100 mg de extracto acuoso con los excipientes 
farmaceuticamente aceptables se ha mostrado eficaz clinicamente en los diferentes tipos de 
psoriasis, potenciandose los efectos tras la irradiation con luz ultravioleta A, no mostrandose 
efectos secundarios como sucede con el uso de corticoides. 

Se estudiaron 22 pacientes afectados de diferentes tipos de psoriasis: Guttata, Vulgar, 
15 Invertida, Palmo-plantar, Postulosa. Durante 15 dias estuvieron sin ningun tratamiento 
antipsoriatico (retinoides, corticoides, etc.), posteriormente se les aplico solamente la crema 
con extracto acuoso de Curcuma y se les administro un comprimido cada 12 dias. La crema 
fue perfectamente tolerada por todos pacientes y ningun paciente tuvo que suspender* el 
tratamiento por presentar reacciones adversas cutaneo o sistemico. 
20 Todos los pacientes y todos los tipos de psoriasis respondieron a esta terapia. En la psoriasis 
palmo-plantar que es rebelde a los tratamientos convencionales todos los pacientes 
respondieron al tratamiento. En la psoriasis vulgar se redujo la placa tras la administration. En 
la psoriasis pustulosas fisuradas y/o ulceradas cicatrizaron rapidamente. En la psoriasis 
invertida se vio un efecto antiseptico y secante. 
25 La asociaci6n del extracto acuoso de Curcuma con UVA favorecio la action del producto, 
blanqueando las lesiones a los tres dias de tratamiento. 

El extracto hidroalcohdlico (10% de curcuminoides, 18% de fraction proteica, 3% en 
polisacaridos) de Curcuma ha mostrado una actividad fotosensibilizante con la luz visible, 
inhibiendo el porcentaje de incorporation de BrdU en el DNA tras la irradiation con luz visible 

30 en cultivos de queratinocitos humanos. 

La administration de una crema cuyo principio activo es el extracto hidroalcohblico de 
Curcuma longa al 2%- y excipientes farmacfeuticamente aceptables se ha mostrado eficaz 
clinicamente en los diferentes tipos de psoriasis, que no respondian a los tratamientos con 
corticoides y ni con PUVA , desapareciendo tras 15 dias de tratamiento el eritema, la 

35 infiltration y la descamacion con el tratamiento de la crema con extracto hidroalcoholico de 
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5 Curcuma Longs potenciandose los efectos tras la irradiacion con luz visible; no mostrandose 
efectos secondaries como sucede con el uso de psolarenos y la luz ultravioleta. 
Los extractos de Curcuma longa (50 mg de extracto aicohblico y 50 mg de extracto polar de 
Curcuma tonga), equivalentes a 10 mg de curcuminoides y 15 mg de proteinas y 2 mg de 
polisacaridos) junto excipientes farmac6uticamente aceptables administrados durante 30 dias, 

10 2 comprimidos al dia a 30 individuos sanos (16 hombres-14 mujeres) con edades 
comprendidas entre 24 y 75 anos mostro una reduction significativa en los niveles de 
fibrinogeno, estando los valores al final de tratamiento entre 240-290 mg/dl. Tras la 
administration de los extractos de Curcuma los niveles de fibrinogeno plasmatico se 
normalizaron hasta los vaiores estandar, es decir los extractos de Curcuma no poseen una 

15 actividad fibrinoiitica, reduciendo solamente los niveles de fibrinogeno en los individuos con 
altos niveles de fibrinogeno. 

Asi valores de 809, 690, 584, 490 mg/dl de fibrinogeno pasaron a valores de 241,240, 290,272 
mg/dl tras el tratamiento. 

Los parametros de la coagulation tales como Indice de Quick, tiempo de trombina, ATPP, 
20 tiempo de protombina, no sufrieron cambios significativos, estando los valores al final del 
tratamiento dentro de los valores de referenda. 

No se observaron efectos secundarios tales como hemorragias, nauseas, vomitos, etc. No 
mostrando toxicidad alguna los comprimidos. 

A continuation la invention se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes, no 
25 siendo limitativos del alcance de la misma. 

BREVE EXPLICACION DE LAS FIGURAS 

30 Figura 1- Inhibition de la secreci6n de IL-6 y IL-8 tras la irradiacibn con luz ultravioleta del 
extracto acuoso de Curcuma (ZCL3) y betametasona -17-valerato (B-17-V) 
Figura 2- Inhibicion de la secretion de IL-6 y IL-8 tras la irradiacion con luz ultravioleta del 
extracto hidroalcoh6Iico de Curcuma (ZCL4) y betametasona -17-valerato (B-17-V). 
Figura 3- lncorporaci6n de BrdU del extracto hidraalcohdlico de Curcuma (ZCL4) y 

35 betametasona -17-valerato (B-17-V). 
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5 Figura 4- Efecto del extracto acuoso de Curcuma (ZCL3) sobre la incorporation de BrdU en el 
DNA tras la irradiation UV. Capacidad fotosensible. 

Figura 5- Efecto del extracto hidroalcoholico de Curcuma (ZCL4) sobre la incorporation de 
BrdU en el DNA tras la irradiation UV. Capacidad fotosensible. 

Figura 6- Efecto de la curcumina sobre la incorporation de BrdU en el DNA tras la irradiation 
1 0 U V. Capacidad fotosensible. 

Figura 7- Efecto del psoraleno sobre la incorporation de BrdU en el DNA tras la irradiation UV, 
Capacidad fotosensible. 

Figura 8. Efecto del extracto hidroalcoholico de Curcuma longa sobre la incorporation de BrdU 
en el DNA de queratinocitos humanos con irradiation de luz visible (450 nm) y sin radiation, 
15 representado en abcisas la concentration en ^ig/ml de extracto y en ordenadas el porcentaje 
de incorporation de BrdU.Capacidad fotosensibilizante con luz visible. 

EJEMPLOS 

Eiemplo 1 . Variation del fibrinogeno plasmatico v parametros de coagulation tras la inqesta 
20 de Curcuma. 

Sobre un total de 30 individuos sanos (16 hombres y 14 mujeres) con edades comprendidas 
entre 24 y 75 anos con buen estado de salud se estudio el efecto de los extractos de Curcuma 
sobre el fibrinogeno y los parametros de coagulation. 

A tiempo cero se extrajo sangre de la vena cubital y se determino el fibrinogeno plasmatico por 
25 el metodo de Clauss por coagulation. (Clauss A. Acta haemat 1957; 17: 237) y los parametros 
de coagulation. 

Durante 15 dias se administraron 2 comprimidos diarios y a los 30 dias de empezar el 
tratamiento se volvi6 a determinar el fibrin6geno plasmatico y los parametros de coagulation. 



30 -Composition por comprimido: 

Extracto hidroalcoholico de Curcuma 100.0 mg * 

Celulosa microcristalina 490.8 mg 

Almidon de maiz 45,0 mg 
Aerosil 1 .5 mg 

35 Primojel 22.5 mg 

Encompress 15.0 mg 
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5 Estearato magnesico 10.1 mg 

*Equivalente a no menos de 10 mg de curcuminoides y 15 mg de fraction proteica y 2 mg 
polisacaridos. 

1 0 Los resultados obtenidos se muestran a continuation: 
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Valores de referenda fibrinogeno: 1 50 - 450 mg/dl. 

El extracto de Curcuma normaliza los valores patolbgicos de fibrinogeno a los valores de 
referenda. 

Variacion de los parametros de coagulacibn tras la ingesta de Curcuma tonga 
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Valores de referencia 
Tiempo de protrombina: 10-20 segundos 
Tiempo de trombina: 10-20 segundos 
Indice Quick: 75-100 
1 0 APTT:28-40 segundos. 

Todos valores despu§s del tratamiento estaban dentro de los valores de referencia. 

Eiemplo 2 .Variation del cociente apolipoproteina B/ apolipoproteina A tras la inqesta de 

comprimidos de Curcuma. 

Sobre un total de 13 individuos sanos con edades comprendidas entre 24 y 75 anos con buen 
1 5 estado de salud se estudio el efecto de los extractos de Curcuma sobre tas apolipoproteinas 
A-l y B. 

A tiempo cero se extrajo sangre de la vena cubital y se determinaron las apoproteinas A-l y B 
nefelometricamente y posteriormente se calculo su cociente. Tras 15 dias de tratamiento, 
segun el ejemplo 1 se reanalizaron las apolipoproteinas A-l y B. 

20 
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Tras la ingesta del extracto de Curcuma longa se observa una tendencia significativa a la baja 
del cociente ApoB/ApoA. 

Eiemplo 3 Efecto del extracto acuoso de Curcuma en la psoriasis 
Composition cuantitativa de la crema: 



1 0 Extracto acuoso de Curcuma * 2 % 

Fase grasa 27 % 

Emulgentes 47 % 

Humectantes 20 % 

Conservantes 1% 

1 5 Reguladores pH 1 % 

Agua cps 



*Contenido en proteinas no menor al 15%., contenido en polisac^ridos no menor al 4%. 
Se estudiaron 22 pacientes diagnosticados de psoriasis distribuidos por edades y sexo. 

20 
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Criterios de inclusion: 



- Pacientes diagnosticados de psoriasis clinicamente e histologicamente. 

- No presentaban otra patologia concomitante. 

- No recibieron tratamiento antipsoriatico. 
1 0 Protocolo: 

A los 22 pacientes se les mantuvo durante 15 dias sin ningun tipo de tratamiento, emolientes, 
corticoides, retinoides, Scidos grasos. 

Se les indic6 a los pacientes que se aplicaran la formulation 3 veces al dia con un ligero 
masaje y 1 comprimido cada 12 horas. 
15 Resultados: 

Todos los pacientes mostraron una buena tolerancia. La crema no presento ningun tipo de 
reaccidn initativa o de contacto. 

Los casos que mostraban psoriasis guttata evoiucionaron de las misma forma. Las lesiones 
que presentaban eran poco escamosas pero muy eritematosas. A los 7 dlas de tratamiento no 
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5 habia ya escamas y el eritema presentado era minimo. A los 14 dfas tratamiento las lesiones 
no se percibian. No se presentaron lesiones pigmentarias residuales. 
De las 6 psoriasis pal mo- pi an tares, 4 de ellas presentaban una afectacion mas evidente de las 
palmas, con lesiones escamosas y con una fisuracion importante. A los 7 dias de tratamiento 
la fisuracion dolorosa y penosa para los pacientes habia desaparecido, solo se percibio una 

10 lesion eritematosa de bordes mal definidos sin practicamente nada de escamas. A los 14 dias 
las lesiones se limitaban a una macula ligeramente eritematosas con una piel de 
caracten'sticas normales. Las lesiones plantares presentaban hiperqueratosis importante con 
fisuracion, fueron mas rebeldes y se obtuvieron resultados a los 14 dias de tratamiento, 
observandose una cicatrization de las fisuras. 

15 Los dos pacientes que presentaban psoriasis pustulosa cicatrizaron las lesiones a la semana 
de tratamiento y la desaparicion de la descamacion se produjo a los 14 dias de tratamiento. 
En los pacientes afectados de psoriasis invertida las lesiones presentaban una ligera 
descamacion e intensamente eritematosas con la superficie erosionada. Se practicaron 
cultivos y las placas estaban contaminadas por Candidas. A ios 7 dias de tratamiento la 

20 descamacion habia desaparecido y el eritema disminuido. A los 14 dias de tratamiento solo se 
observe una macula ligeramente eritematosa. 

La psoriasis vulgar fue la mas estudiada debido a tener un numero mayor de pacientes. Las 
lesiones localizadas en tronco presentaban una infiltracion importante y descamacion 
periferica. En las articulaciones predominaba la hiperqueratosis. A los 7 dias de tratamiento 

25 disminuyo drSsticamente la infiltracion y el eritema. A los 14 dias de tratamiento la evolution 
fue positiva tanto en tronco como en articulaciones de modo que solo se percibian lesiones 
minimamente eritematosas en el tronco y algo descamativas en codos y rodillas. 
Los pacientes tratados con PUVA con psoriasis palmo plantar a las 72 horas de tratamiento 
desaparecieron las fisuras y las descamaciones Los pacientes tratados con PUVA con 

30 psoriasis vulgar despues de 2 sesiones las lesiones se mostraron sin infiltracibn y 
descamacion. 

Eiemplo 4. Efectos del extracto de Curcuma lonoa sobre la secretion de las interleucinas IL-6 
v IL-8 en cultivos de queratinocitos humanos. 
35 Cuitivo de la iinea HaCat: 
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5 La linea HaCat es una linea inmortalizada de queratinocitos humanos normales. Estas celulas 
cultivan en un medio de cultivo compuesto por Itquido de Hanks al cual se le adiciona un 5% 
de suero bovino fetal y un 2% de peniciiina-estreptomicina a 37° C en atmosfera de CO2. 
Determination de las interleucinas 

Despues de 48 horas de incubation con 0 sin radiation, se toma el sobrenadante de los 
10 cultivos para medir la IL-6 IL-8 utilizando un test -kit ELISA. El minimo de detection de para 
cada ensayo es de 3.13 pg/ml para la IL-6 y 31 .0 pg/ml para la IL-8. 
Irradiation de las celulas. 

Las celulas fueron irradiadas mediante una lampara de emision de UVA/UVB cuyo rango es de 
UVA 340-390 nm; UVB 290-310, no emitiendo UVC. Las dosis de irradiation fueron de 150 
1 5 mJ/cm 2 . Para evitar la formation de productos toxicos procedentes del medio de cultivo se 
cambio por PBS libre iones calcio y magnesio antes de la irradiation . 
Resultados: 

El extracto hidroaicoholico y acuoso de Curcuma a dosis de 50 pg/ml inhibieron la secretion 
de las interleucina IL-6 y IL-8 tras la irradiation con luz UVB de forma similar que la 
20 betametasona -17-valerato. Figura 1 , 2 

Eiemplo 5. Efecto de los extractos de Curcuma tonga sobre la incorporation de BrdU en el 
DNA de queratinocitos humanos. 
Cultivo de la linea HaCat: 

La linea HaCat es una linea inmortalizada de queratinocitos humanos normales. Estas celulas 
25 cultivan en un medio de cultivo compuesto por Hquido de Hanks al cual se le adiciona un 5% 
de suero bovino fetal y un 2% de peniciiina-estreptomicina a 37° C en atmosfera de CO2. 
Incorporation de BrdU : 

Para determinar ta tasa de replication, las celulas fueron cultivadas en microplacas a una 
densidad de 2*1 0 4 celulas por pocillo. Despues de 24 horas de tratamiento el medio fue 
30 renovado y los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37°C con diferentes 
concentraciones de los extractos y betametasona -17 - valerate con una concentration de 10 
(jg/ml. Se realizaron controles con el disolvente (etanol 0.1%) en paralelo. La incorporation de 
BrdU se determino con test de ELISA. 
Resultados: 

35 La incubation de las celulas con 50 pg/ml de extracto hidroaicoholico conduce a una 
disminucion significativa en la incorporation con BrdU. El extracto hidroaicoholico, combination 
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5 del extracto alcoholico y acuoso de Curcuma longa, demostrb una actividad antiproliferativa 
similar a la betametasona - 17- valerate Figura 3 

Eiemplo 6 . Efecto de los extractos de Curcuma lonaa sobre la incorporation de BrdU en el 
DNA de Queratinocitos humanos tras la irradiation con luz ultravioleta. 
Cultivo de la linea HaCat 

10 La linea HaCat es una linea inmortatizada de queratinocitos humanos normales, Estas celulas 
cultivan en un medio de cultivo compuesto por liquido de Hanks al cual se le adiciona un 5% 
de suero bovino fetal y un 2% de penicilina-estreptomicina a 37° C en atmosfera de CO2. 
Incorporation de BrdU: 

Para determinar la tasa de replication, las celulas fueron cultivadas en microplacas a una 
15 densidad de 2*1 0 4 celulas por pocillo. Despues de 24 horas de tratamiento el medio fue 

renovado y las cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37°C con diferentes 

concentraciones de los extractos, de la curcumina y psoralen© a diferentes concentraciones. 

Se realizaron controles con el disolvente (etanol 0.1%) en paralelo. La incorporation de BrdU 

se determino con test de ELISA. 
20 Las celulas se irradiaron con luz UVA con una intensidad 1 J/cm 2 y posteriormente se analizo la 

incorporation de BrdU. 

Resultados : 

El extracto hidroalcoholico de Curcuma longa con un 10% de curcuminoides ,un 18 % en 
proteinas y un 3% en fraction polisacarida mostro una actividad fotosensibilizante mayor que 
25 la curcumina tras la irradiation con luz UVA, es decir menor cantidad de producto un 
porcentaje de incorporation. 

El extracto acuoso de Curcuma longa posee una actividad fotosensibilizante. 

Para producir el mismo grado de fotosensibilizacion que ios extractos de Curcuma es 

necesario emplear dosis de psoraleno toxicas (10 ng/ml). Figuras 4, 5,6, 7. 



Eiemplo 7. Efecto de los extractos hidroalcoholicos de Curcuma longa en la psoriasis con 
radiation visible. 

Composition cuantitativa de la composition farmaceutica: 



30 



Extracto hidroalcoh6lico de Curcuma * 



2% 



35 



Fase grasa 
Emulgentes 



27% 



47% 
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5 Humectantes 20 % 

Conservantes 1% 
Reguiadores pH 1% 
Agua cps 
* Equivalente a un 10% en curcuminoides, 18 % en proteinas. 

10 

Se estudiaron 8 pacientes afectados, diagnosticados y tratados de diferentes tipos de 
psoriasis: Guttata, Vulgar, Invertida y Paimo-plantar. El tratamiento anterior consistio en la 
apiicacion de cremas de corticoides, sesiones de PUVA (airededor de 14 sesiones pof 
15 paciente) y en algunos casos terapia con retinoides. Los pacientes tenian las siguiente 
distribution de sexos, edades y tipos de psoriasis. 



20 



Edad 


Sexo 


Tipo de psoriasis 


9 


Mujer 


Psoriasis palmar 


6 


Mujer 


Psoriasis Guttata 


31 


Varon 


Psoriasis vulgar 


46 


Mujer 


Psoriasis vulgar 


19 


Mujer 


Psoriasis Palmo-plantar 


56 


Mujer 


Psoriasis vulgar y Palmo-plantar 


14 


Mujer 


Psoriasis guata 


28 


Var6n 


Psoriasis invertida 



25 



La crema con el extracto hidroalcohoiico de se aplico sobre las lesiones y tras 10 minutos los 
pacientes fueron irradiados con una lampara de 440 nanometres durante tres minutos. Las 
sesiones se efectuaron cada semana. A las 48 horas, 5 dias y 15 se valoro el eritema, la 
30 infiltracidn y la descamacion. 
Los resultados obtenidos fueron: 

DiaO 

Tipo de psoriasis Eritema Infiltracidn Descamacidn 

Psoriasis Palmar ++ +++ +++ 

35 Psoriasis Guttata ++ +++ ++ 

Psoriasis vulgar ++ ++ +++ 
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5 Psoriasis Palmo-plantar 
Psoriasis invertida 



+ 

+++ 



+++ 
++ 



+++ 

+ 



Tipo de psoriasis 
1 0 Psoriasis Palmar 
Psoriasis guata 
Psoriasis vulgar 
Psoriasis Palmo-plantar 
Psoriasis invertida 

15 

Tipo de psoriasis 
Psoriasis Palmar 
Psoriasis guata 
20 Psoriasis vulgar 

Psoriasis Palmo-plantar 
Psoriasis invertida 



Dia2 

Eritema 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

Dla5 

Eritema 

++ 

+ 

+ 

+ 



infiltracion 
++ 
++ 
++ 
+ 

++ 



Infiltracion 
+ 
+ 
+ 



Descamacion 
++ 
+ 

+++ 
++ 

+ 



Descamacion 



+ 

++ 



+ 
+ 



Dia 15 

25 Tipo de psoriasis Eritema Infiltracion Descamacion 

Psoriasis Palmar + 

Psoriasis guata + - 

Psoriasis vulgar 

Psoriasis Palmo-plantar 
30 Psoriasis invertida 

+++ intense 

++moderado 

+leve 

- negativo 

35 Observandose una mejora tanto en el eritema, infiltracion y descamacion tras el tratamiento 
con el extracto de Curcuma longa e irradiacion con luz visible. 
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5 

Eiemplo 8 . Efecto de los extractos de Curcuma lonoa sobre la incorporation de BrdU en el 
DNA de queratinocitos humanos tras la irradiation con luz visible 
Cultivo de la linea HaCat 

La linea HaCat es una linea inmortalizada de queratinocitos humanos normales. Estas celulas 
10 cultivan en un medio de cultivo compuesto por liquido de Hanks al cual se le adiciona un 5% 
de suero bovino fetal y un 2% de penicilina-estreptomicina a 37° C en atmosfera de CO2. 
Incorporation de BrdU: 

Para determinar la tasa de replication, las celulas fueron cultivadas en microplacas a una 
densidad de 2*1 0 4 celulas por pocillo. Despues de 24 horas de tratamiento el medio fue 
15 renovado y las cultivos fueron incubados durante 4 horas a 37°C con diferentes 
concentraciones de los extractos. Despues de la radiation las celulas fueron incubadas 
durante 20 horas a 37° C. Se realizaron centrales con el disolvente (etanol 0.1%) en paralelo. 
La incorporation de BrdU se determino con test de ELISA. 

Las celulas se irradiaron con luz visible usando una lampara actinia con un espectro de 
20 emision de 400-550 nm (maximo a 450 nm) 
Resultados : 

El extracto hidroalcoholico de Curcuma tonga con un 10% de curcuminoides, un 18 % en 
proteinas y un 3% en fraction polisacarida mostro una disminucion de la sintesis de DNA, 
alcanzandose el maxima inhibition de la incorporation de BrdU a concentraciones de 10 
25 jig/ml de extracto. Figura 8. 
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5 REIVINDICACIONES 

1. - Utilization de un extracto hidroalcoholico de Curcuma longa, compuesto por una extracto 
alcoholico que contiene curcuminoides y un extracto acuoso que contiene una fraction 
proteica para la fabrication de una composition farmaceutica como agente fotosensibilizante. 

10 

2. - Utilization de un extracto acuoso que contiene una fraction proteica de Curcuma longa 
para la fabrication de una composition farmaceutica como agente fotosensibilizante. 

3- Utilization de un extracto hidroalcoholico de Curcuma longa, compuesto por un extracto 
1 5 alcoholico que contiene curcuminoides y un extracto acuoso que contiene una fraction proteica 
para la fabrication de una composition farmaceutica como agente antiproliferativo. 

4 Utilization de un extracto acuoso de Curcuma tonga que contiene una fraction proteica para 
la fabrication de una composition farmaceutica como agente antiprolifieritivo. 

20 

5. - Utilization de un extracto hidroalcoh6lico de Curcuma longa, compuesto por un extracto 
alcoholico que contiene curcuminoides y un extracto acuoso que contiene una fraction 
proteica para la fabrication de una composici6n farmaceutica para inhibir la secretion de las 
citocinas IL-6 y IL- 8 tras la irradiation con luz ultravioleta. 

25 

6. - Utilizaci6n de un extracto acuoso de Curcuma longa que contiene una fraction proteica 
para la fabrication de una composici6n farmaceutica para tratamiento de la psoriasis. 

7- Utilizacibn de un extracto hidroalcoholico de Curcuma longa, compuesto por un extracto 
30 alcbholico que contiene curcuminoides y un extracto acuoso que contiene una fraction proteica 
para la fabrication de una composition farmaceutica como reductor del fibrin6geno. 

8.- Utilization de un extracto de Curcuma tonga, compuesto por un extracto acuoso que 
contiene una fraccidn proteica y un extracto a!coh6lico que contiene curcuminoides para la 
35 fabrication de una composici6n farmaceutica como reductora del cociente Apolipoproteina B / 
Apolipoproteina A-l. 
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5 9.- Utilization de un extracto hidroalcbholico de Curcuma tonga para la fabrication de una 
composition farmaceutica segun la reivindacion 1 donde la actividad fotosensibilante es tras la 
radiation con luz visible. 

10.- Utilization de un extracto acuoso de Curcuma longa para la fabrication de una 
10 composition farmacetica segun la revindication 2 donde la actividad fotosensibilizante es tras 
la radiation con luz visible. 
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De confonnidad con el articulo 17.2.aX algunas reivindicaciones no turn podido ser objeto de busqueda por los siguientes motivos: 

1. O Las reivindicaciones n": 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no esta obligada a proceder a la busqueda, a saber 



□ 



□ 



Las reivindicaciones n°*: 

ele^u^^u^v^^n^Se.^ °° ^ es * htaM «. <ie tal modo que no pueda 



Las reivindicaciones n°*: 



son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de confonnidad con ios parrafos segundo y tercero d 



l^ln jegla 6.4 a). 



Recuadro n Observaciones cuando falta unidad de invention (Continuation del punto 2 de la primera hoja) 



UAdministraci6n encargada de la Busqueda Intemacional ha detectado varias invenciones en la presente soiicitud internacionai i 

Invention l a ,- Utilizacion de los extractos de Curcuma longa como agente antiproliferativo y 
fotosensibilizante y su uso en la psoriasis (Reivindicaciones 1-6, 9 y 10) 

Invencion 2' :- Utilizacion de los extractos de Curcuma longa como reductora del Fibrinogeno plasmatic* y del 
cociente Apolipoproteina B / Apolipoproteina A (Reivindicaciones 7 y 8) 



^ ^^n^f la lSff ?S ci T leS ^ id0 Satisfechas P°T el solicitante dentro del plazo, el presente informe de busqueda 
intemacional coraprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda ^ 



2 ^ 
□ 



^^JSm^ ^&adpm que pueden ser objeto de busqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justifique 
una tasa adicional, esta Administracion no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta naturaleza 

Dado que tan solo una parte de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante el nresente 
infoime de busqueda intemacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de laVcuales nan sido satisfechas 
las tasas, concretamente las reivindicaciones n w aauMixnas 



4. □ Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el Dresente 
S^SS^n" tema ° * 3 la invenci6n mencionada ^ Primer tennino en las reivin^cioneTcubiem^ 



Indication en cuanto a la reserva 



□ 
□ 



Las tasas adicionales han sido aconuxmadas de una reserva per parte del solicitante. 
El pago de las tasas adicionales no ha sido acompanado de ninguna reserva. 







•■ ■ • V 
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